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論文内容要旨
 第1章序論
 微生物を含め動植物界にはレクチンと総称される糖結合性蛋白質が広く存在する。レクチン
 の存在意義については不明な点が多いが,その普遍性から生物にとって基本的かつ重要な蛋白
 質と考えられる。レクチンは一般に赤血球や多糖類の凝集素として特徴付けられる点から,種々
 の細胞間相互作用や複合糖鎖の運搬に関与していると期待される。また中にはコンカナバリン
 Aのようにリンパ球分裂促進活性等の著しい生物活性を示すものもあり,臨床応用的立場から
 も有望な蛋白質である。
 歴史的に植物レタチンに関する研究は古いが,それはもっぱら血液型分類に見られるような
 糖鎖の分類,組織化学的研究用のプローブ,糖蛋白の精製用の吸着体といったように研究用の
 道具として用いられてきた。しかし一方,動物細胞の発生,分化,癌化といった過程で果たす
 細胞表層糖鎖構造の重要1生が認識されるに到り,植物ではなく動物組織に内在するレクチンの
 物性・生理的役割が注目されるようになった。
 高等動物には二つのタイプのレクチンが存在することが指摘されている。一つはアシアロ糖
 蛋白質受容体に代表されるような活性発現にカルシウムを必要とするタイプである。もう一つ
 は脊椎動物界の可溶性β一ガラクトシド結合性レクチンである。これは抽出に界面活性剤を要せ
 ず,活性発現にカルシウムの代わりにチオール性還元剤を要する。しかし両タイプのレクチン
 が類縁の蛋白であるかどうかの構造的基盤は本研究開始段階では全く与えられていなかった。
 β一ガラクトシド結合性レ・クチンは1975年,Teichbergによって電気ウナギの発電器官から初め
 て単離された。これはラクトースで阻害のかかる可溶性の赤血球凝集素としてとらえられたが,
 類似の活「生が広く脊椎動物組織,細胞株抽出液中に認められたことから,それらの単離,精製,
 組織化学的研究等広範な研究が行われるようになった。
 本研究では当初最も研究が進んでおり,当研究室の小田らがその性質解明に取り組んでいた
 ニワトリ胚の14K型レクチンと,臨床応用上有利と考えられるヒトの14K型レクチンを中心に
 研究に着手した。そしてそれらの生化学的性質及び一次構造を明らかにすることにより,構造
 と機能の関連について論ずることを主目的とした。
 第2章ニワトリ胚14K型β・ガラクトシド結合性レクチンの
 大量精製及び完全アミノ酸配列
 15日目の全胚を原料として,1)ラクトースによる特異的二段階抽出,2)ホロファイバーを用
 いる濃縮,3)asialofetuh1-Sepha1'oseによるアフィニティクロマトグラフィー,4)DEAEセル
 ロースクロマトグラフィー,といった一連の操作により139匹の胚から401㎎の精製レクチンを調
 製することができた。レクチンはラクトースを含まない緩衡液では殆ど抽出されないため,こ
 一390一
 れで可溶性画分を抽出除去後,ラクトースを添加してもう一度抽出操作を行うことにより,比
 活性の高い良質の抽出物を得ることが出来た。
 ニワトリ14K型レクチンの構造決定は各種酵素及びプロモシアンによる分解,HPLCによる
 ペプチド精製,気相シ一夕エンサーによる配列決定という手順で行った。本レクチンは全部で
 134個のアミノ酸からなり,N一末端はアセチル基で保護されていた。その配列は本研究室の大山
 らによってほぼ同時に決定されたニワトリ胚皮膚由来14K型レクチンのcDNAから推定され
 るアミノ酸配列と完全に一致した。また膜透過に必要なシグナル配列が存在しないことが明ら
 かとなった。本レクチンを含め脊椎動物のβ一ガラクトシド結合性レクチンは細胞内外で見出さ
 れているため,この結果はシグナル仮説に対する反証として注目に値する。また,本レタチン
 の分子内には約30残基からなる繰り返し配列が見られ,本蛋白が数回の遺伝子重複を経て進化
 したことを示唆している。'
 第3章ヒト胎盤14K型β・ガラクトシド結合性レクチンの
 単離及び生化学的性質
 ヒトの組織に存在するレクチンについては幾つかの報告があるが,何れも詳細な性質は解明
 されておらず,例えばニワトリ14K型レクチンとの関係も明らかでない。筆者は発生・分化と
 の深い関連性,また原料入手のしゃすさから胎盤に着目し,ヒトレクチンの生化学的性質を明
 らかにした。
 ニワトリ胚からの精製の場合と同様な操作を行った結果,胎盤一個(5009)より約5mgの精
 製レクチンを得ることが出来た。しかしニワトリ胚の場合のようにイソレクチンの存在は認め
 られなかった。胎盤レクチンはアミノ酸組成,等電点(p14.9)においては,ニワトリ14K型レ
 クチンとの間に明らかな相関を見出せなかったが,サブユニット分子量(14,000),糖特異性,
 SH要求性,赤血球凝集比活性,オリゴマー構造等では類似性を示した。特にオリゴマー構造の
 性質においてダイマーからモノマーへの変換が容易に起こること,またこれと符合して赤血球
 凝集非活性が低い点などは,ニワトリ!6K型レクチンにはみられない特徴で,この点において
 両者の性質は酷似している。以上の結果から,ヒト胎盤レクチンとニワトリ!4K型レクチンは
 一次構造上にも何らかの共通性があるものと推定される。
監
 第4章脊椎動物β・ガラクトシド結合性レクチン間における免疫交叉性
 脊椎動物β'ガラタトシド結合性レクチンの構造を理解する上でイソレクチンの存在は重要
 と思われる。代表的なのはニワトリ14K型レクチンと16K型レクチンであり,両者はペプチド
 マップ,等電点が異なる他,存在する時期,組織等も異なっている。大原らは新生マウスより
 サブユニット分子量の異なる二つのレクチン(15K型及び16K型)を単離しているが,詳細な
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 構造比較はなされていない。今回これら四種のイソレクチンとヒト胎盤14K型レクチン,及び
 それらに対する抗体を用い,固相法イムノアッセイによってレクチン相互の構造類似性を調べ
 た。
 その結果,哺乳類同士(ヒト14K型とマウス15K型)と,鳥類同士(ニワトリ14K型と161〈
 型)で交叉反応がみられた他に,ヒト胎盤レクチンとニワトリ14K型レクチンの聞,及びマウ
 ス15K型レクチンとニワトリユ6K型レクチン間でも有意の交叉反応が見られた。マウス16K型
 レクチンはどのレクチンとも交叉しなかった。
 以上の結果を,オリゴマー構造の特徴と結びつけて考察する。ゲル濾過による分子量推定で
 は,ヒト胎盤レクチン,ニワトリ14K型レクチンはダイマーの他にモノマーとしても存在して
 いることが示されている。またこれと一致して赤血球凝集活[生も低い。これに対しニワトリ16
 K型レクチンとマウス15K型レクチンはダイマーだけで存在することが示されており,前者に
 比べて凝集活性が二桁ほど高い。そこでモノマータイプとダイマータイプ,それに哺乳類と鳥
 類それぞれに特徴的な抗原決定基を仮定すると以上の結果を説明できる。よって,これらレク
 チンの抗原性は,種問の類縁関係,及びオリゴマー構造上の特徴と関連している可能性が示唆
 された。
 第5章ヒト胎盤14K型β・ガラクトシド結合性レクチンの完全アミノ酸配列
 ヒト胎盤のβ一ガラクトシド結合性レタチンの完全アミノ酸配列を蛋白レベルで決定した。ヒ
 ト胎盤レクチンは134個のアミノ酸からなり,N末端アラニンはアセチル化されていた。ヒト胎
 盤レクチンは配列の上ではニワトリ14K型レクチンと約57%のホモロジーを示し,類似の疎水
 性プロフィールを示したことから両者は共通の祖先蛋白から進化したものと推定される。また
 哺乳類として完全構造の報告されているラット肺14K型レクチン,及びウシ繊維芽細胞由来14
 K型レクチンとはそれぞれ13箇所,及び17箇所でしか異ならなかった。これらレクチン間で保
 存されている残基はポリペプチド鎖中央部分に多く見られ,これには電気ウナギレ'クチンで糖
 結合部位近傍にあると示唆されている69位トリプトファンが含まれていた。この69位トリプト
 ファンを含む保存性領域はβ一ガラクトシド結合性レクチンの機能を維持するうえで重要な部
 分と考えられる。
 第6章ヒト肺14K型β一ガラクトシド結合性レクチン全長cDNAの
 クローニング及び大腸菌における発現
 ヒト肺のλgtll/cDNAライブラリーをヒト胎盤レクチンに対する抗体及び合成DNAプ
 ローブを用いてスクリーニングし,ヒト肺14K型β一ガラクトシド結合性レクチンに対する全長
 cDNAクローン,LD9-3を単離した。本クローンは開始メチオニンを含め135アミノ酸をコード
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 し,推定アミノ酸配列は既に蛋白レベルで決定したヒト胎盤レクチンのものと完全に一致した。
 このことは胎盤と肺のレクチンが同一のものであることを強く示唆する。更に,決定した塩基
 配列とホモロジーのある配列をコンピューター検索した結果,ラットの好塩基性白血病細胞由
 来のIgE結合性蛋白〔εBP)のC末端側と有意のホモロジー(27%)が認められた。εBPは262
 アミノ酸からなるが,N末端及びC末端で二つのドメイン構造をとると推定されている。更に
 このεBPは,マウスの3T3細胞由来35K型β一ガラクトシド結合性レクチンと全領域において
 90%一致したことから,ラット351〈型レ'クチンとみなすことができる。14K型及び35K型レク
 チンに共通な残基は全部で16残基あり,うち15残基がポリペプチド鎖中央部に存在した。
 以上の結果から脊椎動物の14K型及び35K型β一ガラクトシド結合性レクチンは共通の祖先
 蛋白質から進化したものであること,機能上重要と考えられる部分はペプチド鎖中央に集中し
 ていることが示された。'
 更に本研究の発展的延長として,ヒト14K型レクチン遺伝子の大腸菌における発現を試みこ
 れに成功した。組み換えレクチンは,菌体から約21ηg/l培養液の収率で容易に精製することがで
 きた。
 第7章総括
 1.ニワトリ及びヒトのユ4K型β一ガラクトシド結合性レクチンを特異的抽出,及びアフィニ
 ティータロマトグラフィーにより効率良く精製する方法を確立した。
 2.両レクチンは糖特異性,サブユニット分子量の他,赤血球凝集の比活性,オリゴマー構造
 においてきわめて類似した性質を示した。
 3.両レクチンは134アミノ酸からなり,N一末端はアセチル化されていた。糖鎖の付加はなく,
 システイン残基は全て遊離状態で存在すると思われた。
 4.β・ガラクトシド結合性レクチンの免疫性は,種の近縁関係の他にオリゴマー構造上の特徴
 を反映している可能性が示された。
 5.β一ガラクトシド結合性レクチンは,一次構造上,カルシウム要求性のレクチンとは類似性
 を示さなかった。両者は起源を異にする蛋白群と考えられた。
 6.ニワトリ14K型レクチンで特に顕著にみられた内部繰り返し配列は,これらβ一ガラク1・シ
 ド結合1生レクチンが,約30残基からなる短鎖ペプチドから数回の遺伝子重複を経て進化して
 できた可能性を示唆した。
 7.14K型β一ガラクトシド結合性レ・クチンは,35K型β一ガラクトシド結合性レクチン及びIgE
 結合1生蛋白のC一末端側と有意の配列ホモロジーを示した。
 8.14K型レクチンの中央部に相当する部分は,以上の蛋白問で極めて高いホモロジーを示し
 ており,糖結合など機能上重要な働きを担う部分と推定された。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は動植物界に広く存在するレクチンと総称される糖結合性蛋白質の一つであるニワト
 リ胚とヒト胎盤の14K型レクチンの精製,その物理化学的性質,アミノ酸の全配列の決定,遺
 伝子操作法によるmRNAの全塩基配列の決定及び発現ベクターを用いた同蛋白質の細菌によ
 る生産について述べている。
 レクチンは一般に赤血球や多糖類の凝集素として知られている一群のタンパク質に与えられ
 たものであるが,本来の生物学的機能については不明のところが多い。生化学的性質によって
 二つのタイプに分類されているが,本論文では,胚発生期や癌組織での含量が高いことから,
 発生・分化関連蛋白質と考えられているタイプIIに属する14K型レクチンを取り上げて,生化
 学的及び分子生物学的解析を行っている。ニワトリ胚及びヒト胎盤の組織を破砕抽出し,従来
 のイオン交換クロマトグラフィーの他に,asialofetuinを結合したセファロースによるアフィ
 ニティークロマトグラフィーを導入することによって迅速に精製標品を得る方法を確立した。
 この標品を用いて,分子量,糖の結合特異1生,活性におけるシスティン残基の役割などを明ら
 かにし,さらにエドマン分解法などを用いて二つのタンパク質の134個のアミノ酸よりなる全ア
 ミノ酸配列を決定した。この構造解析より両タンパク質のアミノ酸配列は57%のホモロジーを
 示し,疎水性プロフィール及びChOu&Fasmanの方法による推定2次構造の類似性より,両者
 は共通の祖先より進化したものと結論された。さらに両分子には約30アミノ酸残基よりなる繰
 り返し配列が認められ,分子進化の過程でこれらの遺伝子は数回の遺伝子重複を経て形成され
 て来たことが明らかとなった。また決定されたアミノ酸配列の一部より遺伝子の塩基配列の一
 部を推定してオリゴヌクレオチドを合成し,これをプローブにしてヒトのcDNAライブラリー
 より対応するmRNAのcDNAクローンを単離し,この遺伝子の約500塩基からなる全配列を
 決定した。この塩基配列とホモロジーのある配列をコンピューターによって検索した結果,ラッ
 トの免疫グロブリンIgE結合性タンパク質及びマウスの35K型β一ガラクシド結合性レクチン
 がこれと有意なホモロジーを示すことが判明した。この事実はこのタンパク質の機能を考える
 上で,重要な知見となっている。さらに本論文はこのヒトcDNAを発現ベクターに組み込んで
 大腸菌に導入してヒト14K型レクチンを細菌で大量に生産する系を確立することに成功して
 いるが,これはX線結晶解析などによるこの蛋白質の立体構造を研究するための基礎となる大
 きな貢献である。
 以上の結果は,本論文の著者が独立して研究活動を行なうに必要な高度の研究能力と学識を
 有していることを示している。よって平林淳提出の論文は理学博士の学位論文として,合格と
 認める。
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